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Impacts of temperature 
and ozone on carbon 
retention processes of 
birch and aspen
Understanding the responses of 
plants to environmental factors is 
necessary for predicting changes in 
the carbon sink strength of forests 
under different environmental condi-
tions. This thesis provides insights 
into the responses of young deciduous 
trees to increasing air temperature in 
interaction with tropospheric ozone 
and to the special effects of night-
time temperatures. This knowledge 
improves the chances of formulating 
models to include the parameters, 
mechanisms, and important relation-
ships that describe the forest system 
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cycling  rates  are  influenced  by  the  net  carbon  assimilation,  as 
well as by the allocation of carbon within trees. Along with the 
allocation  of  biomass  to  different  plant  organs,  carbon  is 
allocated  to  different  plant metabolites  on  the  chemical  level. 
Further, plant phenotypes can be changed through morphologic 
acclimation, which  can  be  reflected  in  forest‐  and  ecosystem‐
scale responses. This thesis provides insights into the responses 
of  young  deciduous  trees  to  increasing  air  temperature  in 
interaction with tropospheric ozone and to the special effects of 
night‐time temperatures. A field experiment with warming and 




the  plant‐level  net  photosynthesis  by  increasing  the  total  leaf 




photosynthesis  rates, but  it did not  show  significant effects on 
plant  growth.  The  ozone‐caused  decrease  in  leaf‐level 
photosynthesis  was  ameliorated  in  part  by  warming.  On  the 
other  hand,  the  efficient  stomatal  adjustment  to  a  warming 
climate was disturbed by ozone. There can be important year‐to‐
year variations  in  field experiments  in dependence on weather 
conditions,  e.g.  the  responses  of  apoplastic  ascorbate 
(antioxidant)  concentrations  showed  clear  differences  between 
the study years.   
Acclimation  to different night  temperatures  caused  changes 
in plant height and biomass allocation  towards stem growth  in 
warmer  night‐grown  plants.  The  metabolite  analysis 
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conditions,  e.g.  the  responses  of  apoplastic  ascorbate 
(antioxidant)  concentrations  showed  clear  differences  between 
the study years.   
Acclimation  to different night  temperatures  caused  changes 
in plant height and biomass allocation  towards stem growth  in 
warmer  night‐grown  plants.  The  metabolite  analysis 
emphasized  the  close  connection  of  chemical  allocation  with 
 growth  allocation,  which  can  be  a  route  to  a  better 
understanding  of  the  regulation  of  plant  growth  and  the 
developmental  and  allocation  processes.  Increased  knowledge 
of  the  co‐occurrence  of  volatile  and  nonvolatile  compounds 
could expand our understanding of plant metabolites. Changes 
in volatile compound emissions from trees, for example, because 
of  changes  in  night  temperature,  could  have  a  large  effect  on 
atmosphere‐biosphere interactions. 
This  knowledge  of  plant  responses  could  increase 
understanding  of  the  current  limitations  of  forest  carbon 
sequestration models  in a changing climate. More  importantly, 
this knowledge could improve the chances of formulating forest 
carbon  sequestration  models  that  include  parameters, 
mechanisms,  and  important  relationships  that  describe  the 
forest system under environmental constraints.  
This doctoral study also provided one step toward resolving 
the  challenges  of  making  leaf‐level  analysis  work  well  in 
environmental  plant  research  on  deciduous  trees.  Genetic 
variations  and  variations  within  plants,  together  with  other 
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dw      dry weight 
eO      elevated ozone 
eOeT    elevated ozone and elevated temperature 








IR      infra‐red 
iWUE    intrinsic water use efficiency 
Jmax       maximum rate of electron transport 
MT      monoterpene 
NOx    nitrogen oxides 
O3       ozone 
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2011).  In  2009,  Finnish  forests  sequestered  approximately  47.2 
million  tonnes of carbon dioxide equivalent, whereas Finland’s 
total  emissions  of  greenhouse  gases  in  2009 were  66.3 million 
tonnes  (Parviainen &  Västilä,  2011).  The  carbon  sequestration 
quality of forests is important in yearly national greenhouse gas 
emission  inventories  and  in  internationally  established 
emissions trading systems. In future, the economic value of the 
carbon mitigation  capacity  of  forests  could  be  calculated  in  a 
more  concrete  way  through  carbon‐trading  markets  (Pearce, 
2001;  Pukkala,  2011)  and  increasingly,  private  forest  owners 
may be able  to  take advantage of  the carbon sink properties of 
their forests (Van Deusen, 2010). 
Silver  birch  (Betula  pendula  Roth)  and  European  aspen 
(Populus tremula L.) are rapidly growing deciduous tree species, 
with  silver  birch  being  economically  valuable  for  Finnish 
industry  (Ylitalo,  2011).  The  proportion  of  birch  in  southern 
Finland is expected to be approximately 30% in managed forests 
by the end of this century (Kellomäki et al., 2008). Consequently, 
the  importance of  birch  in  CO2  sequestration  will  increase. 
Aspen,  on  the  other  hand,  is  a  common,  but  lower  frequency 
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Climatic  factors,  such as,  increasing greenhouse gases, and  the 
concomitant  increase  in  temperature, have  a  strong  impact  on 
the  functioning  of  ecosystems  (IPCC,  2007).  The  interaction 
between  the  atmosphere  and  the biosphere  is  strong  as plants 
assimilate and store significant amounts of carbon dioxide (CO2) 
and,  also  release  greenhouse  gases  and  control 
evapotranspiration  of  water.  Plants  emit  volatile  organic 
compounds  (VOCs),  which  have  important  effects  on 
atmospheric chemistry due to the fact that VOCs are involved in 
ozone  (O3)  formation  in  high  NOx  concentrations  and  in  the 
formation  of  secondary  organic  aerosols  (SOAs)  (Holopainen, 
2011).  Biogenic  SOAs  also  contribute  to  climate  properties  by 
reflecting  light  and  by  acting  as  cloud  condensation  nuclei 
(Roderick  et  al.,  2001; Virtanen  et  al.,  2010; Holopainen,  2011). 
Thus,  the  response  of  biota  to  climate  change  induces  several 
feedback processes affecting the climate system. 
To  detect  changes  in  the  forest  ecosystem  (carbon  flux, 
carbon  storages,  and  other  consequences)  that  change  climate 
conditions,  it  is  necessary  to  develop  methods  of  large‐scale 
monitoring,  for  example,  micrometeorological  methods  and 
remote  sensing.  To  develop models  to  predict  changes  under 







processes.  The  collection  of  temperature‐response  functions  of 
individual processes  can  construct  the  outcome  of  small‐scale, 
short‐term processes of plants (Parent et al., 2010). However, the 
long‐term  response  to  temperature  includes  acclimation of  the 
plant,  that  is, modifications  in plant  structure and  function,  so 
that  the  plant  can  succeed  in  the  prevailing  environment 












interest  in  light of  the productivity of various crops,  including 
tree  biomass,  to  understand  these  longer‐term  responses  on  a 
whole‐plant scale. 
Increasing temperature is known to directly increase leaf‐net 
photosynthesis  up  to  an  optimal  level  (Farquhar  et  al.,  1980; 
Tjoelker et al., 1998; Bernacchi et al., 2001), and thus, a warming 
climate could increase carbon assimilation and sequestration by 
northern  tree  species.  The  responses  of  biochemical 
photosynthesis parameters (the maximum rate of carboxylation 
of Rubisco  [Vcmax], and  the maximum  rate of electron  transport 
[Jmax])  have  been  found  to  correlate  positively  with  warmer 
temperature  (Way  &  Oren,  2010).  This  correlation,  however, 
seems to be the result of the direct temperature effect, and  in a 
meta‐analysis,  there has been no evidence  for changes of  these 
parameters  as  a  result  of  growing  trees  in  a warmer  climate 
(Way  &  Oren,  2010).  Thus,  long‐term  acclimation  of  the 
photosynthesis and stomatal responses of plants to temperature 
is still under debate (Lin et al., 2012). 
Like photosynthesis,  the effect of  increasing  temperature on 
growth has also been found to differ in magnitude and direction, 
depending on the species and temperature optimums (Rustad et 
al.,  2001;  Saxe  et  al.,  2001).  Furthermore,  rising  temperature 
seems  to  have  an  important  influence  on  plant  phenotype  by 
decreasing  the  root‐shoot  ratio  (Way  &  Oren,  2010)  and  on 
canopy duration by increasing the length of the growing season 
in either spring or autumn (Vitasse et al., 2009). 





are  expected  to  increase  more  than  daily  maximum 
temperatures  (Alexander  et  al.,  2006;  IPCC,  2007).  The  plant 
response to different night temperatures could be influenced by 
increasing  levels  of  dark  respiration,  which  occur  with 
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Ozone  (O3)  in  the  lower  atmosphere  (troposphere)  is  an  air 
pollutant that causes adverse effects on plants (Figure 1). Ozone 
impacts  on  vegetation  could  lead  to  long‐term  effects  on 
ecosystem structure and function and also  influence the carbon 
cycle  (Fowler  et  al.,  2008).  Future O3  levels  are  related  to  the 
implementation  of  global  emission  controls  of  O3  precursors; 











sufficient  levels,  these oxygen  radicals are signals  for  the plant 
defence  system  (Foyer  &  Noctor,  2005).  The  reactive  oxygen 












salicylic  acid,  and  jasmonic  acid),  resulting  in  regulation  of 
defence responses (Rao & Davis, 1999; Kangasjärvi et al., 2005). 
Chronic ozone exposure causes a decreased photosynthesis level, 
reduced  growth,  and  premature  senescence  (Ashmore,  2005; 
Oksanen,  2009;  Wittig  et  al.,  2009).  There  are  several 
antioxidants, including volatile isoprenoids (Vickers et al., 2009) 
and  antioxidant  enzymes  that  act  in  the plant defence  against 
oxidative  stress  (Bohler  et  al.,  2010).  Apoplastic  antioxidants, 
such as ascorbic acid, may protect  the plant  from  the oxidative 




in  combination  with  some  other  environmental  factors,  for 
example,  CO2  (Noormets  et  al.,  2001;  Karnosky  et  al.,  2003; 
Oksanen et al., 2005; Oksanen et al., 2009) or nitrogen (Häikiö et 
al.,  2007).  In  open‐top  chamber  experiments  with  ozone, 
moderate concentrations of ozone decreased the growth of birch, 
but a warmer and drier climate  in  the chambers, referred  to as 
the  chamber  effect,  was  noticed  to  have  a  positive  effect  on 
growth compared with the field controls (Manninen et al., 2009). 
In  addition,  the  effect  of  ozone  on  the  biomass  of  radish 
(Raphanus  sativus)  has  been  found  at  lower  (13°C)  but  not  at 
higher (18°C) root temperatures (Kleier et al., 2001). Otherwise, 
almost  no  attention  has  been  paid  to  the  interactive  effects  of 
rising  temperature  and  ozone  on  trees  or  plants  in  general, 
although this interaction could affect plant productivity and the 
potential to mitigate the rise of atmospheric CO2. 
As  the  environment  is  a  combination  of  multiple  factors, 
precise predictions of the  joint effect of all factors (temperature, 
ozone,  nutrients,  water,  light  quantity  and  quality,  CO2,  soil 
structure,  plant  age  and  developmental  stage,  genetic  control, 
etc.) to the plant physiology are difficult to make. If the direction 
and intensity of responses and the mechanisms of single factors 
are  known,  it  is  possible  to  make  general  estimates  of  the 
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lifespans  and  decomposition  rates  (Beedlow  et  al.,  2004). 
Actually, allocation and growth traits can be more significant for 
plant  growth  than  single  leaf  photosynthesis  (Körner  1991). 
However,  carbon  allocation  is  rarely  presented  in  models 
describing  the  forest  carbon  system.  The  allocation  of 
assimilated  carbon  to different  plant  parts  varies  according  to 
internal factors (species, genotype, plant age, and sink position) 
and  environmental  factors  (Friend  et  al.,  1994).  Biomass 
allocation  is  based  on  internal  physiological  homeostasis  and 
element  concentrations,  aiming  for  optimal  fitness  and  also 
considering  the  individual’s  strategy  for  survival  on  its 
environment (Franklin et al., 2012). 
Tropospheric  ozone  decreases  carbon  allocation  from  the 
lower  leaves  to  the  roots  in  Populus  tremuloides,  but 
compensation  could occur with  the  carbon allocation  from  the 
upper  leaves  in  the autumn  (Coleman et al., 1995). However, a 
long exposure to ozone is often found to cause decreased carbon 
allocation  toward  the  root  biomass  (Oksanen  &  Rousi,  2001; 
Andersen,  2003).  More  generally,  it  seems  that  when 
photosynthesis  decreases  for  any  reason  or  carbon  resources 
otherwise are a  limiting resource,  the relative carbon allocation 
to the roots usually decreases (Ericsson et al., 1996). The data on 
the  environmental  factor  effects  on  biomass  allocation  are 
summarized in “average plant” dose‐response curves, based on 
a  large number of published experiments  (Poorter et al., 2012). 
Knowing  the  allocation  patterns  to  leaf,  stem,  and  root mass 
fractions  in  different  environmental  conditions  can  be  useful 
and  the process of  including allocation  in  forest models can be 
expected  to  take  place.  Consequently,  it  will  be  essential  to 

















phloem  transport  and  sucrose  metabolism  enzymes  and 
transporters (Arnold & Schultz, 2002; Roitsch & González, 2004). 





The  allocation  of  assimilates  to  different  functions  through 
metabolism occurs simultaneously with biomass allocation. The 
levels  of  metabolites  could  be  the  result  of  the 
growth/differentiation  balance,  and  consequently,  an 
environmental  factor  that  decreases  growth  more  than 
photosynthesis,  can  increase  resources  for  the  secondary 
metabolites  (Herms  &  Mattson,  1992).  However,  the 
accumulation of secondary metabolites, for example, phenolics, 
seems  to be a  regulated process  (Keinänen et al., 1999; Riipi et 
al.,  2002)  and  necessary  for  the  balanced  growth  and 
development of birch seedlings  (Keski‐Saari et al., 2007). Many 
compounds  have  several  overlapping  physiological  functions, 
and  therefore,  division  to  the  different  processes,  such  as 
growth,  defence,  reproduction,  or  storage,  is  not 
straightforward. 
Environmental factors can cause changes in metabolome and 
carbon  allocations.  The  responses  often  contain  trade‐offs 
between the synthesis of different sets of metabolites (Keinänen 
et al., 1999; Kontunen‐Soppela et al., 2007; Stitt et al., 2010). Plant 
metabolites  present  the  final  product  of  changes  in  the  gene 
expression  (Fiehn,  2001). As metabolites  have  roles  in  growth 
and  development,  they  both  result  from  and  regulate  many 
plant responses (D’Auria & Gershenzon, 2005; Stitt et al., 2010). 
It  would  be  useful  to  know  the  key  metabolites,  ratios,  and 
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Plant  organs  can  achieve  increased  uptake  of  resources,  in 
addition  to  dry  weight  allocation,  through  morphological 
acclimation  (Nicotra  et  al.,  2010).  For  example,  the  amount  of 
fine roots and root  length or surface area are affecting nutrient 
and water uptake more than the total root biomass (Reynold & 
D’Antonio,  1996).  Similarly,  assimilating  leaf  area  cannot  be 
derived from the leaf biomass or vice versa, without considering 
the  specific  leaf  area  (cm2/g),  which  changes  according  to 
growth conditions (Poorter et al., 2010). 
Moreover,  the phenotype and  shape of  the whole plant  can 
change  in  response  to  environmental  factors.  This  raises  the 






















The  main  purpose  of  this  doctoral  work  was  to  study  the 
acclimation  of  assimilation,  and  allocation  responses  of  plants 
(birch  and  aspen)  to  simultaneous  climate  warming  and 
increasing  tropospheric  ozone,  as  well  as  to  nocturnal 
temperatures.  A  leaf‐level  analysis  in  environmental  plant 
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1.  Acclimation  responses  of  birch  and  aspen  to  warming  and 
elevated ozone concentrations in field conditions (I, II). It is expected 








3.  The  consequences  of  night‐time  temperature  (III,  IV).  The 
acclimation  to  night  temperature  may  alter  gas  exchange, 
growth,  metabolite  composition,  and  emissions  of  volatile 
compounds  from  deciduous  trees.  There  are  genotypic 
similarities  and  differences  in  growth  and  biochemical 
responses. 
 















2.1 EXPERIMENTS AND MEASUREMENTS 








a  free‐air  enhancement  of  ozone  and  temperature  (I  and  II, 
Figure  3).  Oxidative  stress  treatment  was  obtained  through 
ozone  fumigation with concentrations of 1.2 × ambient. The air 
temperature was  raised  to  ambient  +  circa  1°C, using  infrared 
heaters.  The  method  allowed  free‐air  flow,  and  no  enclosure 
was needed. There were four field replicates of each treatment: 1) 
control  =ambient,  2)  elevated  ozone,  3)  elevated  temperature, 
and  4)  elevated  ozone  and  elevated  temperature.  The  birch 
experiment was continued for another growing season. 
The  effect  of  different  night‐time  temperatures  on  gas 
exchange, growth, and metabolite responses was studied in a 6‐
week  experiment  in  controlled‐growth  chambers  (III  and  IV). 
Plants were grown at the same day temperature (22°C) but with 
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Leaf‐level  gas  exchange  was  measured  using  a  portable 
photosynthesis  measuring  device  (Li‐Cor  6400).  The  vertical 
profile  of  gas  exchange was measured  along  the  plant  axis  to 
measure  the whole‐plant  responses  (I). Growth  analyses were 
carried  out  to  assess  the  carbon  retention  and  observe  the 
changes  in  tree  architecture.  Senescence  was  tracked  by 
analysing  leaf‐nitrogen  levels and observing  leaf abscission  (I). 
Apoplastic  ascorbate  concentrations  and  antioxidant  capacity 
were  analysed  from  the  intercellular  washing  fluid  with 
enzymatic  and  FRAP  assays  (II).  Leaf metabolomics  analyses, 
with GC‐MS and HPLC‐MS,  focused on  low‐molecular‐weight 
compounds (III). The chlorophyll indexes were measured with a 
portable,  nondestructive,  chlorophyll  content  meter  (III).  In 
addition, the volatile compounds were collected with Tenax TA 
and Carbopack B  (50/50%)  adsorbents  and  analysed with GC‐
MS  (IV).  Information was  integrated  to analyse  the  impacts of 
warming  and  oxidative  stress  and night‐time warming  on  the 
carbon‐retention processes of aspen and birch. The material and 
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3.1. MAIN FINDINGS OF EACH ORIGINAL PUBLICATION  







I The vertical profile of photosynthesis and stomatal conductance reveals 
impacts of ozone and temperature on birch and aspen. 
 Leaf position and age have an influence on leaf level responses. 
 
Temperature compensates for ozone effects, whereas ozone disturbs 
stomatal acclimation to warmer climate. 
 
Temperature promotes plant-level assimilation through increased leaf 
area. 
II The enhanced growth potential (photosynthesis) of birch in a warming 
climate is diminished by increasing ozone concentration. 
 
Ozone enhanced total antioxidant capacity in the apoplast in the first 
year, but was responded mainly by stomatal closure and lower SLA in the 
second year. 
III Rising nocturnal temperature increases stem growth and specific leaf area 
of birch. 
 
Common biochemical responses to warming night temperatures are 
connected to growth. 
 
Genotypic characteristics can help in understanding the connections 
between growth and metabolites. 
Temperature effects depend on considered temperature range, and   
responsiveness was genotype specific. 
IV Elevation of night-time temperature increases terpenoid emissions from 
birch and aspen by increasing leaf area. 
 
Both the quality and quantity of daytime VOC emissions are affected by 
















3.1. MAIN FINDINGS OF EACH ORIGINAL PUBLICATION  







I The vertical profile of photosynthesis and stomatal conductance reveals 
impacts of ozone and temperature on birch and aspen. 
 Leaf position and age have an influence on leaf level responses. 
 
Temperature compensates for ozone effects, whereas ozone disturbs 
stomatal acclimation to warmer climate. 
 
Temperature promotes plant-level assimilation through increased leaf 
area. 
II The enhanced growth potential (photosynthesis) of birch in a warming 
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year, but was responded mainly by stomatal closure and lower SLA in the 
second year. 
III Rising nocturnal temperature increases stem growth and specific leaf area 
of birch. 
 
Common biochemical responses to warming night temperatures are 
connected to growth. 
 
Genotypic characteristics can help in understanding the connections 
between growth and metabolites. 
Temperature effects depend on considered temperature range, and   
responsiveness was genotype specific. 
IV Elevation of night-time temperature increases terpenoid emissions from 
birch and aspen by increasing leaf area. 
 
Both the quality and quantity of daytime VOC emissions are affected by 
increasing night temperature. 
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3.2 TEMPERATURE MODIFIES TREE GROWTH 
In  the  field experiment, the elevated  temperature enhanced  the 
carbon acquisition of birch and aspen by  increasing plant‐level 
photosynthesis and growth  (biomass and height)  (Figure 4)  (I). 
This largely occurred through the increased leaf area (I, II). The 
large leaf area was partly generated by an increased specific leaf 
area  (SLA),  cm2/g.  Elevated  temperature  also  accelerated  the 

















light  and  temperature  changed  (Figure  4),  which  may  be  an 
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the highest night  temperatures,  the birch height and  internode 
lengths also  increased, and together, the results were similar to 
shading  responses  (Franklin,  2008).  Low  temperatures,  on  the 
other hand,  resulted  in  birch  growth  cessation  (III)  (Figure  5). 
The results showed that the response of birch to increasing night 
temperature  could  differ  from  the  average  24h‐warming 









Autumn  senescence  in  the  field experiment was delayed by 
the elevated temperature,  thus suggesting that birch and aspen 
are  able  to  take  advantage  of  a warmer  autumn  (I).  There  is 
some  evidence  of  a  temperature  effect  on  the  late‐autumn 
photosynthesis  of  some  tree  species  (Vitasse  et  al.,  2009),  but 
how  this  affects  the  biomass  accumulation  during  the 
senescence and  leaf  abscission process  is not well known. The 
allocation, however,  is known to be directed to the  lower plant 
d) e) f) 
a) b) c) 
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some  evidence  of  a  temperature  effect  on  the  late‐autumn 
photosynthesis  of  some  tree  species  (Vitasse  et  al.,  2009),  but 
how  this  affects  the  biomass  accumulation  during  the 
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parts  and  roots  later  in  the  season  (Coleman  et  al.,  1995). The 
biomass  data  of  birch  after  the  second  growing  season  in  the 
field experiment shows the potential role of autumn growth for 
the total biomass  in a warming climate (Kasurinen et al., 2012). 
Using  biomass  as  an  indicator,  it  can  be  concluded  that  the 
growth  of  young  deciduous  trees  increases with warming  air 
temperatures,  if  other  growth  resources  (water  and  nutrients) 
are available. 
3.3 INTERACTION OF OZONE AND WARMING  
Papers  I  and  II  showed  that  ozone  decreases  leaf‐level 
photosynthesis,  but  warming  partly  compensates  for  the 
decrease,  probably  through  reduced  ozone  uptake  (Figure  6). 
The photosynthesis‐to‐stomatal conductance ratio, which can be 
considered  as  an  indicator  of  intrinsic  water  use  efficiency 
(iWUE), was observed to decrease in the combination treatment 
(compared  to warming alone)  in  the  first year  (I). On  the other 
hand, in the second year measurements (II), ozone was found to 
increase  stomatal  limitation  to  photosynthesis.  These  results 
together  suggest  that  ozone  can  eliminate  efficient  stomatal 
acclimation  to a warmer climate  (I,  II). However,  it was  found 
that the decreased water use efficiency and high‐leaf area in the 
















Figure  6.  Responses  of  birch  (B.  pendula,  genotype  Bp12)  and  aspen  (P.  tremula, 
genotype  Pt5.2)  to  elevated  ozone  (eO),  elevated  temperature  (eT),  and  the 
combination  treatment  (eOeT) after one growing  season  in an open‐field  experiment 




Ozone  concentrations  in  the  experiment  were  moderate 
(<40ppb), representing estimated levels at the end of the century 
in Finland and prevailing ozone  levels,  for example,  in  central 
Europe (Laurila et al., 2004). Although the long days of northern 
summers  lead  to  high  ozone  uptake  (Oksanen  et  al.,  2007; 
Fowler et al., 2008), and rising ozone concentrations  impair  the 
growth  of  northern  deciduous  trees  (Oksanen  et  al.,  2009),  in 
many  other parts  of  the world,  the  risks  to  forests  are greater 
(Fowler  et  al.,  2008;  Wittig  et  al.,  2009).  Therefore,  having 
knowledge of the interactive adjustment of plants to ozone and 
warming  is  critical  and highly  relevant,  as  the  information  on 
this interaction is sparse. 




































































































parts  and  roots  later  in  the  season  (Coleman  et  al.,  1995). The 
biomass  data  of  birch  after  the  second  growing  season  in  the 
field experiment shows the potential role of autumn growth for 
the total biomass  in a warming climate (Kasurinen et al., 2012). 
Using  biomass  as  an  indicator,  it  can  be  concluded  that  the 
growth  of  young  deciduous  trees  increases with warming  air 
temperatures,  if  other  growth  resources  (water  and  nutrients) 
are available. 
3.3 INTERACTION OF OZONE AND WARMING  
Papers  I  and  II  showed  that  ozone  decreases  leaf‐level 
photosynthesis,  but  warming  partly  compensates  for  the 
decrease,  probably  through  reduced  ozone  uptake  (Figure  6). 
The photosynthesis‐to‐stomatal conductance ratio, which can be 
considered  as  an  indicator  of  intrinsic  water  use  efficiency 
(iWUE), was observed to decrease in the combination treatment 
(compared  to warming alone)  in  the  first year  (I). On  the other 
hand, in the second year measurements (II), ozone was found to 
increase  stomatal  limitation  to  photosynthesis.  These  results 
together  suggest  that  ozone  can  eliminate  efficient  stomatal 
acclimation  to a warmer climate  (I,  II). However,  it was  found 
that the decreased water use efficiency and high‐leaf area in the 
















Figure  6.  Responses  of  birch  (B.  pendula,  genotype  Bp12)  and  aspen  (P.  tremula, 
genotype  Pt5.2)  to  elevated  ozone  (eO),  elevated  temperature  (eT),  and  the 
combination  treatment  (eOeT) after one growing  season  in an open‐field  experiment 




Ozone  concentrations  in  the  experiment  were  moderate 
(<40ppb), representing estimated levels at the end of the century 
in Finland and prevailing ozone  levels,  for example,  in  central 
Europe (Laurila et al., 2004). Although the long days of northern 
summers  lead  to  high  ozone  uptake  (Oksanen  et  al.,  2007; 
Fowler et al., 2008), and rising ozone concentrations  impair  the 
growth  of  northern  deciduous  trees  (Oksanen  et  al.,  2009),  in 
many  other parts  of  the world,  the  risks  to  forests  are greater 
(Fowler  et  al.,  2008;  Wittig  et  al.,  2009).  Therefore,  having 
knowledge of the interactive adjustment of plants to ozone and 
warming  is  critical  and highly  relevant,  as  the  information  on 
this interaction is sparse. 




































































































This  thesis  surveyed  the  interactive  aspects  of  ozone  and 
warming on  carbon‐assimilation processes. An  interaction was 




decrease  of  photosynthesis  of  the  oldest  leaves  in  the  lower 
parts  of  canopy. Consequently,  it  is  proposed  that  ozone  and 
temperature  change  these  subjects  in more  than  on  a  simple, 
additive basis. Therefore the results highlight the importance to 
study  the  interactions  among  environmental  stresses,  as  such 
interactions  cannot  be  predicted  from  single  factor  analyses. 
Remaining,  unsolved  questions  also  concern  the  dynamics  of 
interaction at varying environmental‐factor levels. Furthermore, 
it  is  necessary  to  recognize  that  other  environmental  factors 
undoubtedly  change  the  picture,  depending  on  the  relative 
strength of the various factors. 
3.4 LEAF GAS EXCHANGE  — ACCLIMATION OR NOT? 
Measurements  of  carbon  assimilation  in  the  field  experiment 
with  ozone  and  temperature  were  conducted  using  two 
different strategies. Vertical gas‐exchange measurements  (I)  for 
all  the  treatments were conducted at an equal air  temperature. 
Therefore,  the  differences  found  in  the  results  were  not  a 
consequence of measurement temperatures. On the other hand, 
the  measurements  of  the  second  year  were  based  on  the 
prevailing conditions in the field (II), and thus, they describe the 
actual  levels  in  the  field,  including  the  1°C  difference  in  the 
measurement  temperatures.  The  measurement  practices  used 

















decreased  the  stomatal  conductance  slightly,  but  along  with 
warming  ozone  had  an  opposite  effect,  and  the  stomatal 
conductance  in  combination  treatment was  higher  than  in  the 
elevated  temperature  alone  (I).  In  the  next  growing  season,  a 
significant  decrease  in  the  stomatal  conductance  found  in 
birches with elevated ozone occurred (II), suggesting that ozone 
avoidance  is  the  response  to  long‐term,  chronic  ozone  stress. 
However,  this decreased stomatal conductance by ozone  in  the 
second  growing  season  could  not  be  detected  in  all 
measurements  (Hartikainen  et  al.,  submitted).  The  variation  in 
the  results  demonstrates  the  difficulties  in  gas‐exchange 
measurements,  which  are  dependent  on  several  factors. 
Similarly, varying gs results between the years have been found 
by Gessler et al., (2009) with adult beech trees exposed to double 
ambient  ozone.  Furthermore,  Darbah  et  al.,  (2010)  concluded 
that  the gas‐exchange  change between years  and  from day‐to‐
day in trembling aspen clones, studied for 11 years in the Aspen 
FACE‐experiment,  and  do  not  show  stable  acclimation  to 
increased ozone. 
The  variation  in  gs  results  could  be  due  to  the  complex 
regulation of the stomatal function (Vahisalu et al., 2010) and the 
result  of  impaired  stomatal  movements,  which  has  been 
reported  to  be  a  common  ozone‐induced  response  among 
different plant groups (Paoletti et al., 2005; Paoletti et al., 2010). 





question  (Lin et al., 2012). In addition, simply  the  leaf selection 
for measurements may determine the result (I). 
The stomatal closure, in response to a change in temperature, 
humidity,  and  so  on,  is  a  continuously  changing  dynamic 
regulatory  response.  Nevertheless,  changes  in  growing 
conditions  could  also  induce  changes  in  leaf‐stomatal 
development  (size/abundance),  which  can  reflect  to  stomatal 
conductance  and be  considered  as  an  acclimation  response.  In 
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addition,  there  is  evidence  that  conditions  during  the  leaf 
development influence the stomatal sensitivity (Fanourakis et al., 
2011). The  responses  of  gas  exchange  to  elevated  temperature 
and ozone include both a short‐term regulatory response and a 
long‐term  acclimation;  both  aspects  need  to  be  recognized  in 
measurements. 
3.5 METHODOLOGICAL ISSUES OF TEMPERATURE STUDIES 
The infrared (IR) heaters, used in the field experiment, provided 
an  alternative warming method  to  the  growth  chambers  and 
soil‐warming  cables,  and  served  to  simulate  warming  in  the 
plant  canopy  (Kimball,  2005;  Kimball,  2008).  They  were  a 
practical  choice,  as  they  allowed  free‐air  flow  and were  thus 
compatible with  the ozone‐exposure  field, which was based on 
air  flow. Although warming  and measuring methods  develop 
constantly,  mimicking  climate  warming  in  the  plant  canopy 
outdoors  is complicated  (De Boeck & Nijs, 2011; Kimball et al., 
2012).  Plants  control  the  temperature  of  the  leaves  efficiently, 
and  the  stomatal  responses  affect  both  the  leaf  and  air 
temperature  (De  Boeck  &  Nijs,  2011).  We  used  a  simple 
warming approach where the capacities of the heaters were not 
adjusted,  but  constant  IR  energy  was  used,  with  the  air 
temperature  measured  to  verify  the  treatment  during  the 
growing season.  
An  increasing  air  temperature, with no  change  in  absolute 
water content, can cause a decrease  in  the relative humidity of 
the  air  (RH%).  Generally,  lower  RH%  leads  to  an  increased 
vapor‐pressure  deficit  and  transpiration  and  would  result  in 
drought stress, but the plants in the field experiment were kept 
well  watered  so  drought  stress  didn’t  occur.  However, 
temperature effects on stomata might be partly associated with 
humidity effects. The  same phenomenon of a  close  connection 













Our  study  resulted  in  increased  SLA  with  elevated 
temperature  (and  decreased  RH%)  (I,  II). On  the  other  hand, 
increased RH% (and decreased temperature) was found to cause 
decreased  SLA  (Kupper  et  al.,  2011).  Therefore,  it  can  be 




Therefore,  field‐temperature  studies  should  develop  the  air 
humidity  aspect.  For  example,  alternative  warming  methods, 
such  as,  air‐flow  with  controlled  humidity,  could  be 
advantageous  for  research.  Further,  the  sources  of  lost  heat 
could be used for cost‐efficient long‐term warming experiments. 
Combining air and soil warming properly could also extend the 
warming  system, as  the  responses of birch have been different 
in the soil warming experiment (Pumpanen et al., 2012). 
When  knowledge  is  gathered  from  complementary 
experimental  and  monitoring  approaches,  including  the 
warming experiments in the field, common garden experiments 
(reciprocal transplant), active‐ and passive‐chamber studies, and 





3.6 CONNECTIONS BETWEEN PLANT METABOLITES AND 
GROWTH 
In  the night‐temperature experiment,  the  leaf metabolome was 
explored  by  analysing  leaf  extractions  (III)  and  volatile 
compound emissions (IV). The metabolite  levels  in birch  leaves 
were mostly dependent  on  genotype. The  common  treatment‐
caused responses of all genotypes were related  to  their growth 
responses  (III). The biomass  allocation  to  the  stem  fraction  co‐
occurred  with  the  increase  of  fructose  in  the  leaves  (III). 
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Interestingly,  the  expression  of  fructokinases  (FRK2)  has  been 
found  to peak  in developing wood during  secondary  cell‐wall 
formation (Roach et al., 2012). This indicates that FRK2 enzymes 
play  an  important  role  in  carbon partitioning  in  trees  and  the 
fructose  metabolism  therefore,  appear  to  be  involved  in  the 
allocation processes of woody plants. 
Analysis of  the volatile organic compounds  (VOCs) showed 
that  increasing  night‐time  growth  temperature  strongly 
increased  the daytime emissions of  total sesquiterpenes  (SQTs) 
in birch and several monoterpenes (MTs)  in aspen (IV). Higher 
night‐time  temperature  seem  to be  a  stress  factor  for northern 
trees  (IV).  Together  with  the  increasing  total  leaf  area,  these 
results  suggest  changes  on  atmosphere‐biospere  interactions 
through  the  significant  increase  of  certain  VOCs  in warming 
growth conditions (IV). 
But  how  are metabolites  in  leaves  and  emissions  from  leaves 
related?  The  comparison  can  be  done  for  birch,  based  on  the 
responses  to  the  treatments  (in genotype 26) as well as on  the 
levels of different genotypes.  Increasing our knowledge of  the 
connections  of  nonvolatile  and  volatile metabolites  can  detail 
the  picture  of  plants’  metabolic  responses  to  environmental 
changes (Fares et al., 2010). 
The  emissions  of  several monoterpenes  (except  β‐Ocimene) 
peaked  at  the  10°C  night‐temperature  treatment  (Figure  7),  at 
the  same  temperature  where  this  genotype  had  high 
concentrations of most of the metabolites inside the leaves. The 
fatty‐acid  derivatives,  triterpenoids,  carbohydrates,  and 
proanthocyanidins  all  had  the  highest  levels  at  the  night 
temperatures ≤14°C (III). The high level of many monoterpenes 
and  leaf metabolites  at  10°C were  related  to  small  plant  size 




















genotype  Bp26  grown  at  different  night  temperatures  (6‐22°C),  and  those  leaf 
metabolites,  which  show  peak  levels  (per  cm2)  at  similar  temperatures  (right).  In 
addition, below the differences between genotypes Bp8, Bp17, and Bp26 at 14°C night 





The  emissions  of  several  sesquiterpenes  (SQTs),  DMNT 
(homoterpene),  and  (Z)‐3‐Hexenyl  acetate  (nonterpene)  had 
another  type of  response;  they  showed  the peak  levels  in high 
SLA  leaves  in  warmest  night  temperature  treatments.  The 
metabolite  inside  the  leaf with  the most  similar  responses was 
DHPPG  (flavonoid).  The  increasing  levels  of  the  hydrolysable 
tannins in the warmer climate were, on the other hand, only per 
leaf dry weight (III, Figure 7) and not per leaf area. The levels of 
the  carbohydrates  and  fatty  acid  derivatives  had  an  opposite 
trend  than DHPPG,  SQTs, DMNT,  and  (Z)‐3‐Hexenyl  acetate. 
Birch leaf VOC emissions 6 10 14 18 22 Birch leaf metabolites 6 10 14 18 22
Monoterpenes Co-occur with Monoterpenes at 10 °C
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refer  to  their  efficient  use  during  fast  growth  (Kooke  & 
Keurentjes,  2012).  DHPPG,  which  is  associated  with  the  leaf 
defence  (Tegelberg  et  al.,  2002; Ruuhola  et  al.,  2011), has been 
found  to  be  abundant,  especially  in  young  developing  leaves 
(Keinänen  et  al.,  1999;  Laitinen  et  al.,  2002).  The  higher 
emissions of SQTs from birch have similarly been detected from 
young leaves during the summer when the gas‐exchange levels 
were  also  higher  (Hartikainen  et  al.,  2012).  In  the  night‐




showed  higher  emissions  of  the  daytime  SQTs  (IV).  The 
sensitivity  of  certain  compounds  to  stomatal  responses  can  be 
related  to  the  low gradient and  slow diffusion of  internal gas‐
aqueous pools as the result of the physicochemical properties of 
the compounds (Niinemets et al., 2004). Therefore, the emission 
rates  of  semivolatile  SQTs  (Holopainen  et  al.,  2011)  do  not 
always  describe  their  synthesis  (Niinemets  et  al.,  2004).  This 
may partly explain the common nonmatching of emissions and 
gene expression related to the biosynthesis pathways.  
Short‐chain  lipids  and  volatile  products  of  lipoxygenase 
pathway  showed  opposite  reactions  to  the  temperature 
treatment. Similarly, there were opposite responses between the 
occurrence of DMNT and steroids. To learn the general patterns 
of  co‐occurrences  and  trade‐offs  between  compounds,  it  is 
necessary  to  detect  metabolites  in  different  environments. 
Analysing  both  the  volatile  and  nonvolatile  compounds  has 
characteristic  benefits  and  limitations.  For  example,  analysing 
the  volatile  compounds  is  a  nondestructive  method,  and 
therefore, measuring responses on‐line are possible  (Karl et al., 
2008;  Davison  et  al.,  2009),  which  is  beneficial  in  resolving 
questions  on  responses  of  plants.  The  volatiles  can  also  be 
measured directly even at the ecosystem scale (Karl et al., 2008; 
Davison  et  al.,  2009;  Niinemets  et  al.,  2010).  The  metabolites 














& Keurentjes,  2012).  The  simultaneous  analysis  of  the  volatile 
and nonvolatile  compounds  can  support our understanding of 
plant responses and interactions with the environment. 
3.7 SAMPLING AT PLANT AND LEAF LEVEL 
The different vertical profiles in the gas exchange and leaf traits 
in  the  field experiment between  the  treatments  (I), and clearly, 
different growth rates of plants in night‐temperature treatments 
(III) demonstrate the general problem of selecting one leaf to be 




top or bottom  leaves. The problem  in a single‐leaf sampling  in 






changes  can  be  accepted  as  a  valuable  part  of  the  result.  A 
pooled sample of several leaves or whole‐plant measurements if 




each  other. However,  if  the  interests  are  functions  other  than 
growth or  the mechanisms  causing  changes  in growth,  it may 
become  necessary  to  avoid  or  filter  the  effect  of  the 
developmental stage. The research on the local molecular events 
is  highly  dependent  on  the  identification  of  the  equal 
developmental  stages  of  the  tissues  (Hall  &  Ellis,  2012).  In 
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There  are  several  options  about  how  to  handle  the 
developmental differences. Measuring a plant’s vertical profile 
provides  a  spatial  series  and  can  be  used  to  avoid  possible 
unwanted  bias  in  selecting  one  leaf  (I).  As  a  short  cut,  the 
developmental and growth rate status can be described with an 
easily  measurable,  but  reliable,  variable.  However,  various 
parameters  do  not  reach  an  optimum  at  the  same  leaf  age 
(Ceulemans &  Impens, 1979), and  therefore,  the profile  for one 
parameter  is  not  necessarily  describing  the  dynamics  of  the 
other parameters. There are also several other potential methods. 
Chen  et  al.,  (2009)  have  developed  a  leaf  age‐determination 
method  (leaf measuring‐interval  index)  for  the  cases when  the 
leaf  plastochron  duration  varies. Kikuzawa  et  al.,  (2009)  have 
investigated  a  chance  to  reflect  the  whole  canopy 





finding  developmentally  similar  tissues.  These  kinds  of 
methodological solutions are promising moves toward progress 
to  accurately  study  the  plant  processes.  In  the  environmental 
research with trees, both the plant and tissue scale assessments 
for sampling are needed. 
In  general,  it  is  difficult  to  describe  the  plant  growth  and 
responses  with  a  snap‐shot  measurement.  Finding  comparable 
leaves  at  similar  plant  size,  age,  and  growth  rate  is  often  not 
possible. If the samples are collected separately for each of these 
situations,  it  may  be  possible  to  filter  the  unwanted  aspects 
(Goodger  et  al.,  2006).  The  growth  of  plants  in  different 
environments  follows  different  tracks.  Therefore,  the  time‐
course analyses of  the plant,  leaf, and cell parameter dynamics 
may  improve  the  understanding  of  the  processes.  The 
spatiotemporal  variation,  environment,  and  genetic  constrains 















experiment  studying  the  combined  exposure  of  ozone  and 
warming. With another experiment, the effects of the night‐time 
temperature on carbon allocation to the biomass and metabolites 
were  studied. The  experiments present new knowledge  of  the 
acclimation  of  forests  trees  to  the  climatic  factors,  processes 
affecting  the  carbon  sink  strength,  and  interactions  of  the 
atmosphere and biosphere. 
The results showed that warming and ozone have contrasting 
and  partly  interactive  effects.  Warming  increases  the  growth 
and CO2 sequestration  in the young birch and aspen. However, 
it  is  necessary  to  recognize  that  other  environmental  factors 
(such  as water  and  nutrient  availability, CO2,  light,  humidity, 
and ozone) can strongly modify these responses. Ozone‐caused 
decreases  in  the  leaf‐level  photosynthesis  levels were  in  part 
ameliorated by  the warming. The  levels  of  apoplastic  ascorbic 
acid were  increased  in  the  first  growing  season with  elevated 
ozone,  indicating a defence to the oxidative stress, but  later on, 
the  acclimation  was  based  mainly  on  ozone  avoidance.  The 





did  not  have  a  significant  impact  on  the  total  biomass,  but  it 
caused  the  morphological  and  developmental  changes.  The 
biomass allocation was directed toward the stem growth  in the 
warmer  night‐grown  plants.  The  levels  and  ratios  of  the 
metabolites  can  be  important  signals  of  the  balance  and 
available resources for growth at different temperatures, which 
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The  changing  leaf  stucture  and  area,  gas  exchange,  together 
with the changing emissions of the volatile compounds from the 
trees,  may  have  a  large  effect  on  the  biosphere‐atmosphere 
interactions. 
This  doctoral  study  is  related  to  several  subjects  that 
definitely deserve further research. One major task is to resolve 
the  challenges of making  the  leaf‐ and  cell‐level analysis work 
well in the environmental plant research of deciduous trees. The 




global  interactions  through  large  size  and  role  of  trees  in 
vegetation.  The  variation  in  responses  within  the  plant, 
developmental  stages  and  growth  rates  are worth  taking  into 
account  in  sampling. The  effects  of warming  and  ozone were 
different  in  the  different  plant  parts,  and  the  findings  also 
underline  the  importance of  the whole‐plant perspective  in  the 
leaf‐level measurements. Considering the whole‐plant responses 
to the environmental factors is necessary for predicting the long‐
term  responses  of  the  forest  ecosystems.  Furthermore,  the 
different levels (dose‐response) and the ratios of environmental 
factors  require  attention.  All  this  knowledge  improves  the 
chances  of  formulating  models  to  include  the  parameters, 
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Impacts of temperature 
and ozone on carbon 
retention processes of 
birch and aspen
Understanding the responses of 
plants to environmental factors is 
necessary for predicting changes in 
the carbon sink strength of forests 
under different environmental condi-
tions. This thesis provides insights 
into the responses of young deciduous 
trees to increasing air temperature in 
interaction with tropospheric ozone 
and to the special effects of night-
time temperatures. This knowledge 
improves the chances of formulating 
models to include the parameters, 
mechanisms, and important relation-
ships that describe the forest system 
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